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Pannexin1 通道 在 顺 铂 诱导 塞 丸 癌 I-10 细 胞 凋 亡 中 的 作用 


PAPE, PRE, RIA, RRA, EE 
蚌埠 医学 院 药学 系 药理 学 教研 室 , 安 徽 蚌埠 233030 


摘要 :目的 观察 pannexin1l 通道 在 顺 铂 诱导 举 丸 瘤 工 10 细 胞 j 


周 亡 中 的 作用 及 其 机 制 。 方 法 MTT 法 检测 细胞 存活 率 ;Annexin 


V/PI 双 染 法 和 Hoechst 33258 染 色 法 分 别 检测 细胞 早期 和 晚期 将 亡 ;化 学 发 光 法 检测 细胞 外 ATP 浓 度 ;ELISA 法 检测 细胞 内 IP; 


含量 。 结 果 MTT 法 显示 pannexin1 通道 抑制 剂 CBX 与 顺 铂 合 月 


组 的 细胞 存活 率 高 于 单 用 顺 铂 组 (P<0.01);Annexin V/PI 双 染 


法 显示 CBX 与 顺 铂 合用 组 的 细胞 早期 凋 亡 率 低 于 单 用 顺 铂 组 (P<0.001);Hoechst 33258 染色 法 显示 CBX 与 顺 铂 合用 组 的 细胞 
晚期 凋 亡 率 低 于 单 用 顺 铂 组 (P<0.01); 化 学 发 光 法 表明 CBX 与 怖 铂 合用 组 的 细胞 外 ATP 浓 度 低 于 单 用 顺 铂 组 (P<0.05);ELISA 
法 表明 CBX 与 顺 铂 合用 组 的 细胞 内 了 P; 浓 度 低 于 单 用 顺 铂 组 (P<0.05)。 结 论 Pannexin1 通道 参与 顺 铂 诱 导 备 丸 癌 I-10 细 胞 的 


凋 亡 ,其 机 制 可 能 与 介 导 ATP/IP; 信 号 通路 有 关 。 
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Role of pannexin 1 channels in cisplatin-induced apoptosis in I-10 cells 


WU Jianfeng, DONG Shuying, WU Dandan, CHEN Yinling, TONG Xuhui 
Department of Pharmacology, Faculty of Pharmacy, Bengbu Medical College, Bengbu 233030, China 


Abstract: Objective To investigate the role of pannexin 1 channels in cisplatin-induced apoptosis in I-10 cells and the 
mechanisms. Methods MTT assay was used to assess the cytotoxicity of cisplatin (DDP) in I-10 cells. Annexin V/PI double 
staining and Hoechst 33258 fluorescence staining were employed to detect early- and late-stage apoptosis of the cells, 
respectively. Extracellular ATP level and intracellular IP, level in the cells were detected using commercial detection kits. 
Results 1-10 cells exposed to both CBX (a pannexin 1 channel inhibitor) and DDP showed a higher cell viability compared with 
the cells exposed to DDP alone (P«0.01). CBX significantly decreased cisplatin-induced early-stage apoptosis (P«0.001) and 
late-stage apoptosis (P«0.01) and cause obvious reductions in extracellular ATP and intracellular IP; levels during 
cisplatin-induced apoptosis (P«0.05). Conclusion Pannexin 1 channels participate in cisplatin-induced apoptosis in I-10 cells 


possibly through the ATP/IP; pathway. 
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AUR IE 20-35 岁 青 壮年 男性 高 发 的 实体 肿瘤 , 恶 
性 程度 高 "。 以 顺 铀 为 主 的 多 药 联 合 化 疗 对 墨 丸 瘤 具 


起 形成 一 个 "六 聚 体 通 道人 允许 相对 分 子 质量 小 于 1000 
的 物质 通过 ,沟通 细胞 内 与 细胞 外 微 环 境 的 物质 交换 和 


有 良好 的 治疗 作用 。 然 而 骨髓 抑制 和 肾脏 毒性 等 不 良 
反应 严重 限制 了 顺 铂 的 临床 应 用 。 因 此 ,寻找 特异 性 较 
高 ,可 增强 墨 丸 癌 对 顺 铀 敏感 性 的 新 靶 点 对 提高 其 临床 
疗效 和 减少 不 良 反 应 具有 重要 的 意义 。 

Pannexins 是 由 Panchin 等 2 在 2000 年 率先 报道 发 
现 的 一 类 新 型 通道 蛋白 ,由 6 个 pannexin 和 蛋白 环绕 在 一 
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言 号 转 导 。Pannexin 通道 参与 多 种 重要 的 生理 病理 过 
程 ,例如 :细胞 凋 亡 . 介 导 ATP 释 放 和 钙 波 传递 等 +。 在 
日 前 发 现 的 3 种 亚 型 中 (pannexinl，pannexin2， 
pannexin3), 以 pannexin1(Panx-1) 的 研究 最 为 广泛 。 
近年 来 ,大 量 文献 报道 了 在 化 疗 药 诱导 肿瘤 细胞 
凋 亡 过 程 中 ,Panx-1 通 道 可 介 导 AIP 释 放 到 细胞 外 5 。 
细胞 外 ATP 可 作用 于 细胞 膜 表 面 的 P2Y 受 体 ,激活 
三 磷酸 肌 醇 (IP;) 通 路 。 了 PP; 是 重要 的 凋 亡 调节 第 二 
信使 ,可 诱导 内 质 网 释放 Ca , 5 og ARUILUS T7. 8 
T Panx- 1 通道 对 顺 铂 诱导 墨 丸 癌 细 胞 凋 亡 的 影响 以 
及 是 否 有 可 能 与 ATP/P; 信 号 通路 有 关 尚 未 见报 道 。 
本 研究 采用 Panx-1 通道 抑制 剂 甘 珀 酸 
(carbenoxolone,CBX) 作 为 工具 药 ,初步 探究 Panx-l 
通道 在 顺 铂 诱导 墨 丸 冶 工 10 细胞 凋 亡 中 的 作用 及 可 
能 的 机 制 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 细胞 株 与 细胞 培养 

小 鼠 凑 丸 瘤 细 胞 株 L10 购 于 ATCC 公 司 。 采 用 
F12 9E , JIA 2.596 (VI V)RG4F- Mis , 1596 (V/V) y 
血清 ,100 U/ml 青 霉 素 ,100 U/ml 链 霉 素 。 细 胞 贴 壁 生 
长 于 25 cm 透气 培养 瓶 中 , 置 于 37 %C、 含 体积 分 数 5% 
CO; 以 及 饱和 湿度 的 细胞 培养 箱 中 。0.25% 胰 酶 细胞 消 
化 液 ( 含 0.02% EDTA ) 消 化 传代 ,每 周 传 代 2~3 次 。 
1.2 主要 试剂 

F12 高 糖 培养 基 . 胎 牛 血清 、 马 血清 购 于 Gibco 公 
司 ; 顺 铂 (cisplatin,DDP) , VU FH (Rig MTT) .二 甲 
基 亚 砚 (DMSO) „Hoechst 33258 染色 试剂 盒 .CBX 均 购 
于 Sigma-Aldrich 公 司 ;FITC-Annexin V/PI 双 染 试 剂 盒 
购 于 BD Biosciences 公司; 胰 酶 .ATP 检 测试 剂 盒 购 于 
禾 云 天 公司 ;小 鼠 1,4,5- 三 磷酸 肌 醇 (IP;) ELISA 1358] x 
购 于 CUSABIO 公 司 ;其 他 常用 试剂 均 为 国产 分 析 级 。 
1.3 细胞 存活 率 检测 -MTT 法 

取 对 数 生 长 期 细胞 ,以 5x10: cells/mL 密度 接种 于 
96 孔 板 , 每 组 5 个 复 孔 。 待 细胞 长 至 约 40%~50% 愈 合 
后 ,更 换 新 人 鲜 含 药 培养 基 ( 血 清 65 % 灭 活 处 理 2 hi, 
为 血清 中 的 核 昔 酸 酶 会 分 解 ATP) ,分 为 单 用 顺 铂 组 JU 
铂 和 CBX 合 用 组 , 顺 铂 浓 度 分 别 为 0、2、4、8、16、32、64、 
128 umolL,CBX 浓 度 为 100 nmol/L。 培 养 24 h 后 ,每 
了 筷 加 入 MTT 15 uL(5 mg/mL) T; 4 h。 然 后 弃 去 
培养 基 , 每 孔 加 入 150 uL DMSO 置 于 37 "CHER PEE, 
30 min, 酶 标 仪 检测 4 值 ,震荡 10 min, 检 测 波长 570 nm。 
样品 检测 全 程 避 光 操 作 。 根 据 公 式 计算 细胞 存活 率 。 

oz; 4 药物 处 理 组 -A 校正 组 

细胞 存活 率 = 7 SE RUR - AFEERI 
1.4. 细胞 早期 凋 亡 检 测 -Annexin V/PI 双 数 法 

取 对 数 生长 期 细胞 ,以 2x105 cells/mL 密度 接种 于 
12 孔 板 。24 h 后 更 换 灭 活血 清 的 新 鲜 含 药 培养 基 , 分 为 
空白 组 . 单 用 CBX 组 . 单 用 顺 铂 组 、 顺 铂 和 CBX 合 用 
组 , 顺 铂 浓 度 为 100 pmol/L,CBX 浓 度 为 100 umol/L, 
8h 后 用 不 含 DETA 的 胰 酶 消化 收集 细胞 (2000 r/min 
离心 5 min), 预 冷 PBS 洗 涤 细胞 2 次 (2000 r/min 离心 
5 min), 收 集 1x10;~5x10 细 胞 。 先 加 入 100 pL 的 Binding 
Buffer 基 浮 细 胞 ,再 加 入 5 uL Annexin-V 和 5 uL PIIK 
吹 混 匀 , 室 温 避 光 下 反应 15 min, 最 后 补足 400 uL 的 
Binding buffer, 流 式 细胞 仪 检测 。 
1.5 细胞 晚期 凋 亡 检测 -Hoechst 33258 染色 法 

细胞 接种 与 药物 处 理 方法 同 1.4。16 h 后 弃 去 培养 
液 ,PBS 洗 2 次 ,4% 多 聚 甲醛 固定 15 min,PBS 洗 2 次 ， 
每 孔 加 入 500 uL Hoechst 33258(10 hg/mL) 室 温 避 光 
染色 30 min。PBS 洗 去 染料 后 ,荧光 显微镜 下 观察 , 拍 
照 ,随机 取 5 个 视野 对 晚期 凋 亡 细胞 进行 计数 并 计算 调 
TX, 
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1.6 细胞 外 ATP 浓 度 检测 -化 学 发 光 法 

细胞 接种 与 药物 处 理 方法 同 1.4。 分 别 于 8、16、24 h 
后 取 细 胞 外 培养 基 , 离 心 ,再 取 上 清 液 为 样品 。 在 不 透 
明 96 孔 板 中 ,每 孔 预 先 加 入 100 pL ATP 检 测 工作 液 , 然 
后 每 也 再 加 入 20 眶 样品 混 匀 ,多 功能 酶 标 仪 测 化 学 发 
光度 数 ,激发 光 1s, 灵 敏 度 200。 样 品 检测 全 程 避 光 冰 
上 操作 。 
1.7 细胞 内 IP; 含 量 检 测 -ELISA 法 

细胞 接种 与 药物 处 理 方法 同 1.4。 分 别 于 8、16、24 h 
后 取出 培养 板 置 于 冰 上 , 冷 PBS 洗 涤 1 次 后 ,将 细胞 转 
移 至 1.5 mL 的 离心 管 中 ,-20 CC 过 夜 。 经 过 2 次 反复 冻 
融 破 坏 细胞 膜 后 ,4 °C 5000 g 离 心 5 min, 取 上 清 液 用 
PBS 稀 释 200 售 为 样品 。 酶 标 板 每 孔 加 入 100 uL FÉ d 
37 CFE 2. h 后 ,每 筷 再 加 入 100 kL 生物 素 标记 抗体 工作 
液 37 "CREER 1 h, 洗 板 3 次 ,每 也 加 入 100 HL 辣 根 过 氧化 
物 酶 标记 亲 和 素 工作 液 37 % 孵 育 1 h, 洗 板 5 次 ,每 孔 加 入 
90 HL 底 物 溶液 37 CC 避 光 显 色 30 min, 最 后 每 孔 加 入 
50 HL 终止 液 ,5 min 内 用 酶 标 仪 在 450 nm 波长 检测 4 值 。 
1.8 统计 学 分 析 

所 有 实验 数据 来 自 至 少 3 次 独立 实验 ,以 均 数 + 标 
准 差 表示 。 统 计 分 析 使 用 SPSS 16.0 软 件 , 两 组 之 间 的 
数据 比较 采用 两 独立 样本 的 1 检验 ,多 组 之 间 的 数据 比 
较 采 用 单 因素 方差 分 析 ,P<0.05 认 为 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 CBX 对 顺 铂 细 胞 毒性 的 影响 

采用 MTT 法 检测 细胞 生存 率 。 单 用 16、32、64、 
128 pmolL 顺 铂 时 ,I-10 细 胞 的 生存 率 为 0.57+0.03、 
0.43+0.03 .0.32+0.02 .0.24+0.03。 顺 铀 与 CBX 合 用 后 ， 
I10 细 胞 的 生存 率 提高 为 0.714+0.04、0.64+0.01、0.61+ 
0.01、0.59+0.02。CBX 与 顺 铂 合 用 可 明显 提高 110 细 
胞 的 生存 率 ,P 值 均 小 于 0.01, 差 异 有 统计 学 意义 (图 1)。 


12 -—— DDP 


-&- DDP«CBX 


Surviving fraction 
ex. : 
[o 
| 


DDP (umol/L) 
图 1 CBX 对 顺 铂 作 用 后 I-10 细 胞 生存 率 的 影响 


Fig.l Effect of CBX on surviving fraction of I-10 cells 


treated with cisplatin. Data represent Mean+SD of 5 wells 
from 3 independent experiments. **P«0.01, ****P«0.001 vs 
DDP group. 


* 1458 >» J South Med Univ, 2016, 36(11): 1456-1460 http://www.j-smu.com 


22, CBX 对 顺 铀 诱导 凋 亡 的 影响 ARAIA X., Hoechst 33258 染色 法 检测 晚期 凋 
顺 铂 主要 通过 诱导 细胞 凋 亡 产生 抗 肿瘤 作用 ,细胞 — C 2B ,出现 细胞 核 浓 集 、 碎 裂 、 呈 亮 蓝 色 ) , 单 用 顺 铂 


凋 亡 分 为 早期 凋 记 和 晚期 凋 亡 。Annexin V/PI 双 染 法 ”组 的 细胞 晚期 凋 亡 率 为 532.13%+4.31% , 顺 铂 与 CBX 合 
检测 早期 汕 亡 (图 2A, 右 下 象限 ), 单 用 顺 铂 组 的 细胞 早 用 组 的 晚期 凋 亡 率 为 25.46%+1.73%, 低 于 单 用 顺 铂 组 ， 
期 凋 亡 率 为 17.34%+0.57 %, 顺 铂 与 CBX 合 用 组 的 早 ”P<0.01, 差 异 有 统计 学 意义 。 

期 凋 亡 率 为 10.76%+0.44%, 低 于 单 用 顺 铂 组 ,P<0.001， 
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图 2 CBX 对 顺 铂 作用 后 I-10 细 胞 凋 亡 区 
Fig.2 Effect of CBX on apoptosis rate s 1 T cells treated with cisplatin (Original magnification: x 200). A: early-stage apoptosis; B: 
late-stage apoptosis. 


2.3 CBX 对 ATP/IP; 通 路 的 影响 结合 中 。 因 此 ,在 顺 铂 诱 导 肿 痛 细 胞 凋 亡 的 过 程 中 ,可 

为 了 证 实 CBX 抑 制 顺 铂 诱导 的 将 亡 是 否 与 Panx-1 ”能 还 存在 其 他 作用 机 抽 。 本 研究 首次 发 现 ,应 用 Panx-1 
通道 介 导 的 ATP/IP; 通 路 有 关 。 本 实验 分 别 检测 了 8、 SEXE CBX 后 可 以 明显 降低 顺 铀 对 畦 丸 癌 IL10 细 
16、24 h 时 ATP 和 J 了 P; 的 含量 (图 3)。8、16.24h 时 , 单 用 胞 的 毒性 (图 1) 和 诱导 凋 亡 作用 (图 2)。 因 此 ,Panx-1 
顺 铂 组 的 细胞 外 ATP 和 细胞 内 IP; 含 量 分 别 为 1.54+ ”通道 可 能 在 顺 铂 对 I-10 细 胞 产生 抗 肿瘤 作用 的 过 程 中 
0.15 与 1. 29+0.07;2.55+0.26 与 1.40 +0.08;1.20+0.07 ”扮演 重要 角色 。 最 新 的 研究 显示 Panx-1 通道 参与 了 多 
与 1.26+0.06, 顺 铂 与 CBX 合 用 组 的 细胞 外 ATP 和 细胞 。 ”种 细胞 的 死亡 过 程 。Draganov 的 结果 证 明 伊 佛 霉 素 诱 
内 IP 含 量 分 别 为 0.58+0.13 与 1.16+0.03;1.47+0.14 与 ” 导 肿 癌 细 胞 死亡 需要 Panx-1 通 道 参 与 中 。Cheung 报 道 
1.22+0.03;1.03+0.04 与 1.11+0.05, 均 低 于 单 用 顺 铂 组 ， 了 Panx-1 通 道 参与 微 损 伤 之 后 骨 细 胞 的 凋 亡 过 程 "”。 


P 值 均 小 于 0.05, 差 异 有 统计 学 意义 。 Yang 的 研究 表明 内 毒素 休克 导致 细胞 死亡 需要 Panx-1 
通道 的 介 导 "5。 
3 讨论 Panx-1 通道 是 一 类 位 于 细胞 膜 上 的 半 通 道 , 组 成 


顺 铂 是 应 用 最 为 广泛 的 化 疗 药物 之 一 ,也 是 举 丸 痪 ”通道 的 Panx-1 和 蛋白 在 各 种 组 织 中 都 有 表达 ,比如 : 脑 \ 心 
化 疗 的 一 线 药物 趾 。 顺 铂 进 入 肿瘤 细胞 后 , 毛 原 子 被 水 脏 . 肝 \ 肺 . 奎 丸 等 ” ,并且 半 衰 期 长 达 32 hp。 我 们 的 结 
分 子 取 代 , 形 成 有 活性 的 杀 核 基 团 ,可 与 DNA 结 合 ,从  ” 果 显 示 顺 铂 作用 于 界 丸 癌 I10 细 胞 株 后 可 导致 ATP 的 
而 抑制 DNA 的 复制 .转录 和 修复 ,最终 导致 肿瘤 细胞 的 ”大 量 释放 ,应 用 Panx-1 通道 抑制 剂 CBX 则 明显 抑制 该 
凋 亡 ””。 然 而 ,只 有 5%~10% 的 顺 铂 可 以 和 DNA 共 价 ”过 程 (图 3A), 这 表明 Panx-1 通 道 可 能 是 ATP 释 放 的 主 
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图 3 CBX 对 顺 铂 诱导 I-10 细 胞 凋 亡 过 程 中 ATP/IP; 通 路 的 影响 

Fig.3 Effect of CBX on ATP/IP; pathway during cisplatin-induced 
apoptosis in I-10 cells. A: ATP; B: IP;. Data represent Mean+SD of 3 wells 
from 3 independent experiments. *P«0.05, **P«0.01, ***P«0.001 vs 


control group, *P«0.05, *P«0.01 vs DDP group. 


要 途径 。Panx-1 和 蛋白 的 羧基 端 有 一 小 段 46 个 氨基 酸 构 
成 的 自 抑 制 结构 域 ,所 以 在 基础 状态 下 ,Panxl 通道 的 
开放 程度 很 低 。Boyd-Tressler 的 研究 认为 在 多 种 化 疗 
药 (anti-Fas FFIR KIRA E . 阿 霉 素 ) 诱 导 细 胞 凋 
亡 的 过 程 中 ,ATP 大 量 释放 的 机 制 是 由 于 caspase-3 切 
除 Panx-1 oe 自 抑 制 结构 域 ,从 而 不 可 逆 地 
激活 Panx-l 通道 "5。 顺 铂 诱 导 肿 瘤 细胞 凋 亡 的 过 程 中 
可 以 激活 的 i TE" ,这 可 能 是 顺 铀 诱导 工 10 
细胞 释放 ATP 的 机 制 。 

细胞 外 AIP 是 一 种 信号 分 子 , 可 作用 于 细胞 表面 
的 嗓 哈 受 体 引 起 细胞 内 了 P; 含 量 的 增加 “。 我 们 的 研究 
表明 顺 铂 作 用 于 举 丸 癌 L10 细 胞 株 后 还 可 以 导致 细胞 
内 了 ;含量 的 增加 ,应 用 CBX 可 以 抑制 卫 ; 含 量 的 增加 
(图 3B)。 这 可 能 是 由 于 CBX 抑 制 了 Panx-1 通道 释放 
ATP, 从 而 抑制 了 ATP 诱 导 细胞 内 IP; 含 量 的 增加 。]IP， 
是 重要 的 凋 亡 调节 第 二 信使 ,其 作用 于 IP; 受 体 后 可 以 
导致 Ca* 从 内 质 网 中 释放 ,. Eugenin 的 研究 ”认为 ， 
在 星 形 胶 质 细胞 感染 HIV 病毒 之 后 ,死亡 细胞 内 的 卫 ， 
通过 颖 际 连 接 扩散 到 周边 细胞 中 ,引起 未 感染 细胞 内 
Ca 浓度 增加 ,随后 线粒体 内 Ca 集聚 并 释放 出 细胞 色 
素 C, 最 终 导致 未 感染 星 形 胶 质 细胞 的 凋 亡 。 因 此 ,我 


们 推测 细胞 内 TP 含量 的 增加 可 能 是 顺 铂 诱导 I-10 细 胞 
凋 亡 机 制 之 一 。 

综 上 所 述 ,我 们 的 研究 证 明 Panx-1 通道 参与 了 顺 
铂 诱 导 举 丸 癌 I-10 细 胞 的 凋 亡 ,其 机 制 可 能 与 介 时 
ATP/P: 信 号 通路 有 关 。 这 将 为 以 Panx-1 通 道 作 为 靶 点 
提高 顺 铀 对 墨 丸 癌 的 化 疗效 果 提 供 新 思路 。 但 是 ,目前 
还 未 发 现 可 以 特异 性 增强 Panx-1 通道 的 药物 ,而 且 
Panx-1 和 蛋白 在 细胞 内 合成 与 代谢 过 程 的 调控 尚 不 明确 ， 
这 些 可 以 作为 后 续 研 究 的 重点 。 
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